Tissue-type plasminogen activator contributes to remodeling of the rat ductus arteriosus by 齋藤 純一
  
学位論文の要約 
 
 
Tissue-type plasminogen activator contributes to 
remodeling of the rat ductus arteriosus 
（組織型プラスミノーゲン活性化因子による 
ラット動脈管のリモデリング） 
 
 
 
March, 2019 
(2019年 3月) 
 
Junichi Saito 
齋藤 純一 
  
Cardiovascular Research Institute 
Yokohama City University Graduate School of Medicine 
 横浜市立大学 大学院医学研究科 循環制御医学 
 
( Doctoral Supervisor : Yoshihiro Ishikawa, Professor ) 
（ 指導教員：石川 義弘 教授 ） 
 1 
 
学位論文の要約 
 
Tissue-type plasminogen activator contributes to remodeling of  
the rat ductus arteriosus 
（組織型プラスミノーゲン活性化因子によるラット動脈管のリモデリング） 
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１．序論 
動脈管とは，大動脈と肺動脈の間に存在し，胎児が生存するためには開存が必要な血管である．
通常は，出生直後の肺呼吸の開始とともに血管収縮(機能的閉鎖)が起こり，続いて解剖学的閉鎖に
至る．しかし，早産児ではしばしば出生後も開存したまま(動脈管開存症)になり，心不全や肺出血，
脳室内出血，壊死性腸炎などの重大な合併症を起こし，生命予後が悪化する．現在，動脈管開存
症に対する治療薬は，血管収縮を目的としたシクロオキシゲナーゼ阻害薬のみであるが，腎機能
障害や消化管穿孔などの重篤な副作用が報告されていることや，約半数の児では効果不十分なた
めに外科治療が行われる．そのため，動脈管開存症に対する新たな治療薬の開発が望まれている． 
近年，動脈管が解剖学的に閉鎖するためには，血管収縮による機能的閉鎖だけでなく，胎生中
期から始まる血管リモデリング(内膜肥厚形成)が重要であることが明らかとなった(Yokoyama U 
et al., 2014; Yokoyama U et al., 2006)．胎児は胎内で高濃度のプロスタグランジン Eにさらされなが
ら，動脈管を拡張させつつ，生後の閉鎖に向けた準備として内膜肥厚を形成する．動脈管の内膜
肥厚は，内弾性板の断裂と中膜の平滑筋細胞の血管内腔側への遊走によって形成されるが，内弾
性板断裂の機序は明らかとなっていない． 
研究代表者らは，先行研究でラット動脈管の内皮細胞に対する網羅的遺伝子解析を行い，動脈
管の内皮細胞にプラスミノーゲン活性化因子(t-PA)が高発現していることを見出した(Liu NM et 
al., 2013)．t-PAには血栓溶解作用の他に，弾性線維分解酵素であるマトリックスメタロプロテア
ーゼ(MMP)を活性化する作用が報告されている．このため，研究代表者は，動脈管の内皮細胞で
高発現する t-PAがMMP活性化を介して，動脈管の内弾性板を断裂させ，内膜肥厚の形成を促進
している可能性があると着想した． 
 
２．実験材料と方法 
胎生 21日目の胎仔ラット(Wistar Rat)から動脈管と大動脈を摘出し，FACS (fluorescence- activated 
cell sorting)を用いて内皮細胞を分離し，t-PA mRNAを定量 RT-PCRで比較した．胎生 19日目と 21
日目の胎仔ラットと日齢 0の新生仔ラットから動脈管と大動脈を摘出し，t-PAの免疫組織染色を
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行った．動脈管の内弾性板は弾性線維染色で，MMP活性は in situザイモグラフィーで評価した．
動脈管と大動脈の内皮細胞の培養上清を用いて，ゼラチンザイモグラフィーを行った．内皮細胞
で発現する t-PAが弾性線維を断裂させることを検討するために，ラット大動脈平滑筋細胞(7層)
とヒト臍帯静脈内皮細胞(1層)で構成される 3次元の血管モデルを作製した．3次元血管モデルに
対してプラスミノーゲン投与を行い，MMP活性を in situザイモグラフィーで，弾性線維を弾性線
維染色で評価した．また，siRNAを用いて t-PAの silencingを行い，MMP活性と弾性線維の変化
を評価した．in vivoでは，胎生 19日目の胎仔ラットに対してプラスミノーゲンを胎仔腹腔内投与
し，胎生 20日目の動脈管のMMP活性と内弾性板を評価した．また，先天性心疾患の手術時に得
られたヒト動脈管を用いて，内膜肥厚部と中膜の t-PA mRNAを定量 RT-PCRで比較した．t-PAと
MMP-2を免疫組織染色で，MMP活性を in situザイモグラフィーで検討した． 
 
３．結果 
ラットの動脈管の内皮細胞では，大動脈よりも t-PA mRNAが増加していた．免疫組織染色では，
未熟な胎仔期(胎生 19日目)から動脈管の内皮細胞に t-PAが高発現していた．動脈管の内弾性板は，
胎生 19日目では軽度の断裂のみであったが，胎生 21日目では高度に断裂していた．In situザイ
モグラフィーでは，動脈管の内弾性板に高いMMP活性を認めた．内皮細胞の培養上清を用いた
ゼラチンザイモグラフィーでは，動脈管で pro-MMP-2活性が高かった．t-PAの基質であるプラス
ミノーゲンの投与により，動脈管ではMMP-2の活性化が生じた．ラット大動脈平滑筋細胞とヒト
臍帯静脈内皮細胞を用いて，層状の弾性線維を有する 3次元血管モデルを作製した．血管モデル
に対してプラスミノーゲンを投与すると，MMP活性化と弾性線維の断裂が生じた．siRNAを用い
た t-PAの silencingにより，MMP活性化と弾性線維断裂が抑制された(図 1)．in vivoでは，胎生
19日目の胎仔ラットへのプラスミノーゲン投与により，胎生 20日目の動脈管のMMP活性化と内
弾性板断裂が生じ，内膜肥厚部が増加した(図 2)．ヒト動脈管を用いた検討では，内膜肥厚部は中
膜よりも t-PA mRNAが増加していた．また，ヒト動脈管の内弾性板と内膜肥厚部で高いMMP活
性を認めた． 
 
４．考察 
ラットとヒトの動脈管の内皮細胞で t-PAが高発現していた．動脈管の内皮細胞で高発現する
t-PAは，MMP-2の活性化を介して，動脈管の内弾性板を断裂させ，内膜肥厚形成を促進させてい
る可能性が示唆された．新生児では血中プラスミノーゲン濃度が成人の 50％しかなく、かつ早産
児ほど血中プラスミノーゲン濃度が低いことが報告されている．そのため，血中プラスミノーゲ
ンが低い動脈管開存症の新生児に対してプラスミノーゲンを補充することで，動脈管の内膜肥厚
形成を促進し，動脈管閉鎖を促すことが出来る可能性が示唆された． 
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図 1 MMP活性化と弾性線維断裂に内皮細胞の t-PA (PLAT) が関与している． 
(A-B) プラスミノーゲンを添加していない 3次元血管モデル．層状の弾性線維が形成され，MMP
の活性化が生じていない．スケールは 50 µm．(C-D) プラスミノーゲンの添加を行った 3次元血
管モデル．左の si controlではMMP活性化が生じ，弾性線維が断裂している．In situザイモグラ
フィーにおけるMMP活性は緑色で示す．中央および右の t-PA (PLAT) の抑制を行った群では，
MMPの活性化が生じておらず，弾性線維の断裂は生じていない．スケールは 50 µm． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 未熟な胎仔ラットへのプラスミノーゲン投与により，動脈管の内弾性板が断裂し，内膜肥
厚形成が促進した． 
(A) 動脈管の弾性線維染色．弾性線維は濃紫色で示す．矢印は内弾性板を示す．スケールは 50 µm．
(B) 内弾性板断裂のスコアリングの合計スコアを示す．n = 6-8, *p < 0.05．(C) 内膜肥厚部の面積
の割合を示す．n = 6, ***p < 0.001． 
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